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par les techniques d'immunoélectrodiffosion 
et de micro-Elisa 
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Des antigènes circulants de F. hepatica sont détectés par immunoélectro­
diffusion et micro-E-lisa respectivement chez 96,4 % et 88,4 % de 138 caprins 
et chez 91,8 % et 72,6 % de 73 ovins infectés naturellement alors que les 
anticorps ne sont retrouvés qu'en IED chez 8 % des caprins et 9,5 % des 
ovins. 60 animaux témoins non infectés ne comportent ni antigène ni anti­
corps. De plus dans l'infection expérimentale du lapin des antigènes circu­
lants sont détectés à 48 h, 5 jours et 20 jours, suggérant une relation avec 
le cycle du parasite et confirmant leur précocité d'apparition. La recherche 
d'antigène circulant apparaît comme une excellente méthode de diagnostic 
des animaux infectés. 
Mots clés : Caprin - Ovin - F. hepatica - Electroimmunodiffusion - Micro­
Elisa - Antigène circulant. 
* lnstituto c Lopez Neyra » de Parasitologia, Unidad de Imunologia, Granada 
(Espana). 
** Instituto Nacional de Saude do Dr .Ricardo JORGE, Laboratorio de Parasito­
logia, Porto (Portugal). 
*** Institut Pa�teur, Service de Microbiologie, B.P. 245 - 59019 Lille cedex. 
156 
SUMMARY 
BULLETIN DE L, ACADÉMIE 
STUDY OF CIRCULATING ANTIGENS AND ANTIBODIES 
IN GOAT AND SHEEP FASCIOLIASIS 
BY ELECTROIMMUNODIFFUSION TEST AND MICRO-ELISA 
Circulating antigens were detected by electroimmunodiffusion test and 
micro-Elisa respectively in 96,4 % and 88,4 % sera of 138 goats and in 
91,8 % and 72,6 % sera of 73 sheep with F. hepatica natural infection. 
Whereas using the same methods antibody detection was positive respectively 
in 8 % and 9,5 % sera of the goats and negative in sheep. 60 controls 
without F. hepatica infection had neither antigens nor antibodies in their 
sera. ln rab bit experimental infection circulating antigens were detected af ter 
48 hours, 5 and 20 days proving their early presence and suggesting a rela­
tionship between the parasite cycle. Circulating antigen detection appears to 
be a sensitive method of fascioliasis diagnosis in goats and sheep. 
Key words : Circulating antigen - Antibody - Electroimmunodiffusion - Micro­
Elisa - Goat fascioliasis - Sheep fascioliasis. 
INTRODUCTION 
La détection d'antigènes circulants semble plus prometteuse dans 
le diagnostic des affections parasitaires actives que celle des anticorps. 
Bien qu'elle ait fait l'objet de nombreuses publications dans la littérature, 
elle est peu documentée dans la fasciolase. .AMBROISE-THOMAS et al. en 
1980 [ 1] ont réalisé une étude par Enzyme linked immunosorbent assay 
(Elisa) chez des bovins et dans une observation humaine, et PEINADO 
PELAEZ et GOMEZ GARCIA en 1981 [ 11] dans la fasciolase des ovins et 
caprins par la technique d'immunoélectrodiffusion (IED). 
Dans ce travail, nous utilisons les techniques d'IED et de micro-Elisa 
pour évaluer la présence d'antigènes et/ou d'anticorps dans l'infection 
naturelle des ovins et des caprins, et dans l'infestation expérimentale 
des lapins par F. hepatica. Nous pouvons ainsi préciser la valeur diagnos­
tique de la présence d'antigènes circulants dans la fasciolase et tenter 
d'apprécier la précocité de leur apparition en fonction des dates précises 
de l'infestation. 
MATERIEL ET METHODES 
1. DÉTECTION D,ANTICORPS CIRCULANTS
Antigène 
Il a été préparé par homogénéisation, en tampon pH 7 ,2 (1 ml de 
tampon/g de parasite) de parasites adultes (F. hepatica) récemment obte­
nus chez des ovins. La suspension a été centrifugée pendant 30 min à 
4° C et le surnageant conservé à - 70° C jusqu'à l'emploi. La concentra-
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tion des protéines a été déterminée par la méthode de BRADFORD [2] 
en utilisant les réactifs BIORAD. 
Sérums d'animaux naturellement infectés et témoins 
138 sérums de caprins et 73 d'ovins atteints de fasciolase confirmée 
par l'examen microscopique post-:mortem du sédiment biliaire et 40 
sérums de chèvre et 20 de brebis non parasitées ont été étudiés. 
Technique d'IED 
La technique décrite par TORRES et al. en 1973 a été utilisée [14]. 
L'électrophorèse est réalisée sous une différence de ·potentiel de 220 volts 
pendant 45 min. 
Technique de micro-Elisa 
La technique Elisa a été réalisée selon le protocole décrit par 
RUITENBERG et al. en 1976 [12]. La fixation de l'antigène dans les 
puits des micro-plaques est obtenue avec 100 J.Ll d'une solution d'antigène 
en tampon PBS (50 µg/ml) incubée pendant une nuit à la température du 
laboratoire. Après trois lavages en tampon PBS additionné de Tween 20, 
100 µl de sérum dilué au 1/50 en PBS sont ajoutés dans chaque puits 
et incubés pendant 1 h à 37° C. Après trois· nouveaux lavages, 1 OO µl 
d'immunsérum de lapin anti-immunoglobuline de chèvre ou de mouton 
marqués à la peroxydase et dilués à 1/200 en PBS, sont ajoutés dans 
chaque puits. Après une nouvelle incubation de 1 h à 37° C, la révélation 
enzymatique est mise en œuvre par adjonction de 5-aminosalisilic (80 mg/ 
100 ml de "20 à 70° C). La valeur seuil est obtenue en additionnant à 
la moyenne des densités optiques (DO) de 30 sérums normaux, le 
produit de la déviation standard a par 2,57 (t de Student) (X d.o. + 
2,57 a ) . Les valeurs moyennes obtenues chez les caprins et les bovins 
infectés ont été de 1,296 et de 1,287 respectivement. 
2. DÉTECTION D'ANTIGÈNES CIRCULANTS 
Obtention d'immunsérum contre F. hepatica 
Des lapins infestés avec 1 OO métacercaires sont saignés 40 jours 
· après l'infestation. Les sérums obtenus révèlent par immunodif fusion 
vis-à-vis d'un extrait antigénique total entre 3 et 6 arcs de précipitation. 
Obtention des lgG et marquage 
Les lgG sont séparées par précipitation selon la technique de 
STEINBUCH et AUDRAN en 1969 [13]. Le marquage est réalisé avec la 
peroxydase type VI (Sigma) selon la méthode décrite par KA woo1 et 
NAKANE en 1973 [8]. 
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Sérums étudiés 
Les sérums d,animaux naturellement infectés et d,animaux témoins 
sont les mêmes que précédemment. 
En plus deux groupes de 5 lapins ont été expérimentalement infestés 
avec 25 et 50 métacercaires. Chaque lapin a été saigné avant rinfection 
et à 12, 24, 48, 72 h puis à 5, 10, 15, 20, 30, 40 jours après l'infestation. 
Une numération des douves a été réalisée au niveau des voies biliaires. 
Techniques d'JED et micro-Elisa 
Simultanément à la recherche d'anticorps, l'IED a été utilisée pour 
détecter les antigènes circulants en présence de la fraction IgG des im­
munsérums de lapins infestés. De même dans la méthode Elisa, les 
puits des micro-plaques sont recouverts des anticorps lgG de lapin à 
une concentration optimale de 0,68 µg par puits. Après un contact de 
48 h à 4° C puis trois lavages en tampon PBS, les sérums d'animaux 
non dilués sont incubés pendant 4 h à 37° C ; après trois nouveaux 
lavages la fixation de l'antigène circulant est révélée par l'adjonction d'un 
immunsérum de lapin anti-F. hepatica, marqué à la peroxydase et dilué 
au 1/10, pendant 1 h à 37° C avant l'adjonction du substrat révélateur. 
Les valeurs seuils mesurées à 400 nm ont été de 0,27, 0,28 et 0,34 
respectivement pour les ovins, les caprins et les lapins. 
RESULTATS 
En IED nous avons détecté des antigènes chez 133 (96,4 %) des 
138 sérums de caprins infectés par F. hepatica et des anticorps chez 11 
d'entre eux (8 % ). Parmi les sérums de 73 ovins, on a mis en évidence 
des antigènes circulants chez 67 (91,8 %) et des anticorps chez 7 
d'entre eux (9,6 % ) (tab. 1). Le nombre maximal d'arcs de précipitation 
obtenu pour les antigènes a été de 5. Aucun des 60 sérums d'animaux 
non parasités ne comportait d'antigène, ni d'anticorps. 
En ce qui concerne la technique de micro-Elisa, la figure 1 repré­
sente les valeurs des densités optiques obtenues pour la recherche des 
antigènes chez les animaux naturellement infectés. Les pourcentages de 
positivité sont inférieurs à ceux de l'IED (respectivement 88,4 o/o et 
72,6 % chez les caprins et les ovins). Pour la recherche des anticorps 
aucun sérum ne comportait de valeur de DO supérieure au seuil retenu. 
Chez les lapins on note des pics d'antigénémie à 48 h, 5 jours et 
20 jours dans l'infection par 25 métacercaires et à 48 h dans l'infection 
par 50 métacercaires (fig. 2). Il n,existe pas de différences significatives de 
l'antigénémie en fonction du nombre de douves décelées dans les voies 
biliaires (fig. 3). 
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TABLEAU 1 
Résultats de l'IED dans les sérums d'animaux naturellement infectés 
(IED: immunoélectrodiffusion - Nb: nombre) 
p·RESENCE en LE.D. 
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ESPECE TOTAL 
ANTICORPS:Nb(%) AN T 1 GE N E: Nb(%) 
CAPRINS 133 (96.4) 11 (8) 138 
OVINS 67 (91.8) 7 (9.6) 73 
DISCUSSION ET CONCLUSION 
Dans ce travail, nous avons réalisé l'étude des antigènes et anti­
corps circulants chez les ovins et caprins naturellement infectés, par deux 
·techniques : IED et micro-Elisa. De la même manière, afin de déterminer 
la précocité avec laquelle apparaissent les antigènes circulants, nous 
avons effectué leur recherche par micro-Elisa à différents stades de 
l'infection expérimentale de lapins. 
Les résultats mettent en évidence un très faible pourcentage de 
détection d'anticorps par IED (8 % chez les caprins et 9,6 % chez les 
ovins). De plus en micro-Elisa, on n'observe aucune düférence entre 
les densités optiques chez les animaux infectés et les témoins. 
AMBROISE-THOMAS et al. en 1980 [ 1] avaient déjà obtenu des résul­
tats identiques en Elisa chez les bovins. Par ailleurs les études réalisées 
pour établir le diagnostic sérologique des infections naturelles des ani­
maux par F. hepatica confirment le faible pourcentage des résultats 
positüs, quelle que soit la technique (HILLYER en 1981 et en 1985). Par 
contre, dans les infestations expérimentales du rat, de la souris et du 
hamster, dans les infections humaines, on observe en IED et en micro­
Elisa la présence d'anticorps avec une fréquence supérieure. 
Chez les ovins infestés expérimentalement, MovsESIJAN et al. en 
1975 [10] ont montré en IFI que le titre décroissait nettement 14 semai­
nes après l'infection. HILLYER en 1985 [6], dans la fasciolase bovine 
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expérimentale rapporte que les. anticorps détectés par Elisa diminuent 
et disparaissent après 26 semaines d'infection ; de même l'IED est 
négative à cette date. Ces faits confirment les faibles sensibilités que 
nous avons obtenues avec l'IED et l'Elisa dans. la recherche des anticorps. 
DE LEON et al. en 1981 [9] estiment que la baisse du taux d'anticorps 
est due au phénomène d' « autoguérison », tandis que HUGUES et al. en 
1982 [7] et HANNA en 1980 [3] et en 1982 [4] suggèrent que lorsque 
les douves sont installées dans les petits canaux biliaires, la stimulation 
du système immunitaire devient très faible. 
L'IED et !'Elisa ont montré la présence d'antigènes circulants à 
un fort pourcentage dans les sérums des animaux infectés. L'IED appa-
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rait ici plus sensible que l'Elisa, peut-être en raison d'une part de l'exa­
men tardif des sérums après l'infection et d'autre part de l'altération 
des prélèvements consécutive à la congélation. Il a été possible de 
détecter de 1 à 5 arcs de précipitation, correspondant à autant de 
substances antigéniques différentes. Ces résultats indiquent clairement 
l'intérêt majeur de cette recherche pour reconnaître les animaux infectés. 
La relation entre la présence d'antigène circulant et la chronologie 
de l'infestation expérimentale a été abordée chez le lapin. Les premiers 
résultats obtenus expriment la précocité d'apparition des antigènes cir­
culants évoquant l'existence d'une relation entre leur présence et l'évo­
lution du cycle parasitaire mais ne permettent pas d'établir de liaison 
entre l'intensité de l'infection ou le nombre de douves adultes détectées 
et l'antigénémie. 
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